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摘要 : 昆虫 在 低温 冷 驯 化 过 程 中 会 发 生 很 多 基因 表达 的 改变 ,从 转录 组 层面 上 开展 广泛 的 研究 有 助 于 全 面 认 识 昆 
虫 对 冷 响应 的 分 子 机 制 。 为 了 对 荒漠 昆虫 小 胸 浆 甲 Microdera punctipennis 的 4% 低温 转录 组 数据 中 一 个 上 调 表达 
的 Attacin J& [S ( MpAttacinl ) 进行 深入 了 解 并 分 析 其 对 低温 诱导 的 响应 情况 , 本 研究 通过 生物 信息 学 分 析 对 该 基因 
进行 了 鉴定 , 并 利用 实时 荧光 定量 PCR 对 其 在 低温 下 的 mRNA 水 平 进行 了 检测 。 结 果 表 明 : 获得 的 MpAttacinl 
cDNA 长 度 为 523 bp, 包含 一 个 456 bp 的 开放 阅读 框 和 67 bp 的 35" 端 非 翻译 区 。HMp4xzaciznl 编码 含有 151 个 氨基 酸 
残 基 的 多 肽 , N 端 含有 17 个 氨基 酸 的 信号 肽 序列 。 同 源 性 分 析 表 明 , 其 氨基 酸 序列 与 其 他 鳞 翅 目 、 双 翅 目 和 鞘翅 
目 昆虫 的 抗菌 肽 Attacin 具有 30%~ 4096 的 一 致 性 。 以 邻接 法 (neighbor-joining，NJ) 构建 的 系统 进化 树 表 明 ， 小 胸 
ŽE Attacinl 与 其 他 鞘翅 目 昆 虫 的 Attacin 起 源 于 共同 的 祖先 , 属于 Attacin_C 超 家 族 。 实 时 灾 光 定量 PCR 分 析 结 
RER, 在 4C 与 -4C 低 温 胁 迫 时 ,MpAtiacinl 基因 的 转录 都 呈现 先 升 高 后 降低 的 应 激 反 应 趋势 , 但 在 对 低温 的 
啊 应 时 间 和 强度 上 有 所 不 同 。 在 4% 处理 5h 和 9h 后 , MpAttacinl 的 表达 量 分 别 为 对 照 组 的 2.3 和 3.8 售 , 而 在 
-4 处 理 7P 和 9 后 , 分 别 为 对 照 组 的 2.4 和 1.5 倍 。 这 些 研究 表明 , 除 已 知 的 抗菌 功能 外 ，Attacin 在 昆虫 的 
低温 适应 过 程 中 可 能 也 发 挥 着 重要 的 作用 。 

关键 词 : dE B; JMA, 冷 啊 应 基因 ; 攻击 素 ; 低温 ; 抗菌 肽 ; 表达 谱 

中 图 分 类 号 : Q966 ”文献 标识 码 : A ”文章 编号 : 0454-6296(2013)12-1381-10 

Cloning and expression profiling of an attacin gene in response to cold 
stress in the desert beetle Microdera punctipennis ( Coleoptera: 


Tenebrionidae ) 

LI Jie-Qiong, LU Xue-Ying, LIU Xiao-Ning, MA Ji" ( Xinjiang Key Laboratory of Biological Resources 
and Genetic Engineering, College of Life Science and Technology, Xinjiang University, Urumqi 830046, 
China) 

Abstract: Cold acclimation usually alters gene expression in insects. Extensive studies from the genomic 
level will help to fully understand the molecular mechanism of insects in response to cold. In order to get 
the further information about the up-regulated attacin gene ( MpAttacinl) obtained from the transcriptomic 
data generated at 4C from the desert beetle Microdera punctipennis, and to analyze the responsive 
expression of this gene induced by low temperature, MpAttacinl was characterized by bioinformatic 
analysis. Real-time quantitative PCR was performed to detect the mRNA level of MpAttacinl at low 
temperatures. The results showed that the obtained MpAttacinl cDNA is 523 bp with an open reading 
frame of 456 bp and the 5'-untranslated region of 66 bp. It encodes a polypeptide of 151 amino acid 
residues containing a putative signal polypeptide of 17 amino acids at the N terminal end. Homology 
analysis showed that the encoded product of this gene shares 30% — 4096 identity at the amino acid level 
with attacins from other insects of Lepidoptera, Diptera, and Coleoptera. The phylogenetic tree generated 
by Neighbor-Joining method indicated that MpAttacinl and attacin proteins from other coleopterans are 
descended from a common ancestor, and they belong to Attacin, C superfamily. Analysis of real-time 
quantitative PCR showed that the expression of MpAttacinl presented a stress-response tendency when 
stressed at both 4 and -4“% , increasing first and then decreasing. However, there were differences in 


their responsive time and strength between these two treatments. The mRNA level of MpAttacinl at 4°C 
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for 5 h and 9 h was 2.3- and 3. 8-fold as high as that of the control at room temperature, respectively , 
while that at —4 for 7 h and 9 h was 2. 4- and 1. 5-fold as high as that of the control, respectively. 


The results suggest that in addition to the typical function as an anti-microbial peptide, attacin may also 


be involved in cold adaptation in insects. 


Key words: Desert insect; Microdera punctipennis; cold-responsive genes; attacin; low temperature; 


antibacterial peptide; expression profiling 


昆虫 的 耐寒 性 直接 决定 了 其 分 布 范围 和 安全 越 
冬 问题 。 昆 虫 耐 寒 有 耐 冻 型 (freeze tolerance) t jË 
冻 型 (freeze avoidance) 两 种 不 同 的 机 制 。 前 者 可 耐 
受 胞 间 结 冰 ; 而 后 者 可 通过 降低 过 冷却 点 避免 结 
UK, 一 旦 绪 冰 即 发 生死 亡 。 在 极端 环境 下 的 一 些 极 
地 节 胶 动物 还 采取 抗 冻 脱水 、 玻 璃 化 (Kukal er al., 
1988; Lee, 1989 ; Storey and Storey, 2012) 等 特殊 策 
略 。 昆 虫 在 低温 下 体内 代谢 会 发 生 啊 应 调整 ， 同 时 
还 能 产生 抗菌 肽 类 物质 防御 病原 微生物 的 人 侵 
( Tanaka et al., 2009) 。 抗菌 肽 是 生物 体内 的 一 些 
具有 抗菌 活性 的 小 分 子 多 肽 , 它 作 为 高 效 的 体液 免 
疫 防御 体系 的 核心 , 是 防御 病原 微生物 人 侵 的 天 然 
屏障 (Kamysz and Turecka, 2005) 。 自 20 世纪 70 年 
代 瑞 典 科学 家 H. G. Boman FERA MYE F É 
次 发 现 抗菌 肽 (Boman et al., 1972) 后 ， 人 们 相继 在 
两 栖 动 物 、 昆 虫 、 鱼 类 、 哺 乳 动 物 等 各 种 生物 中 发 
现 了 大 量 的 抗菌 肽 。 其 中 ,攻击 素 (attacin) 是 一 类 
富 含 甘氨酸 的 可 诱导 型 昆虫 抗菌 肽 。 按 其 等 电 点 的 
不 同 , 可 以 划分 为 两 大 类 : 碱 性 攻击 素 (attacin A, 
B,，C,，D) 和 酸性 攻击 素 (attacin E, F) (Hultmark et 
al., 1983; Kockum et al., 1984; Dushay et al., 2000; 
Kishimoto et al., 2002) , F 38 E Eb iH iB, AFA 
EREA ( cecropin) , IA (defensin) 以 及 鞘翅 杀 
FSK ( coleoptericin) 等 共同 构成 昆虫 先天 免疫 防御 
体系 (Ntwasa et al., 2012) 。 攻 击 素 在 脂 多 糖 的 参与 
F, 抑制 细菌 一 些 外 膜 重 白 基 因 的 转录 , 使 这 些 重 
日 的 合成 减少 ， 从 而 增加 外 膜 的 渗透 性 ， 抑 制 细 落 
的 生长 (Carlsson et al., 1998; Kishimoto et al., 
2002), 

在 细菌 、 化 学 因素 、 物 理 因 素 等 诱导 下 , 昆虫 
能 产生 多 种 类 型 的 抗菌 肽 。 低 温 胁 迫 也 可 以 诱导 屁 
虫 产生 人 免疫 有 反应, 越 来 越 多 的 证 据 表 明 , 昆虫 免疫 
系统 在 低温 啊 应 中 发 挥 作 用 , 冷 应 激 可 增加 黑 腹 果 
B Drosophila melanogaster JN, 8 #H KJ BR Pyrrharctia 
isabella ZJJ tH pi EL W E 28 BJ BB JJ (Le Bourg et al., 
2009; Marshall and Sinclair, 2011) , fr EU R W BJ 
快速 冷 适 应 机 制 中 , 免疫 诱导 分 子 (immune induced 


molecule). Attacin A, Attacin B, Attacin C 以 及 抗菌 
JK ( metchnikowin ) 等 免疫 相关 基因 均 上 调 表 达 
(Zhang et al., 2011) ,而 切 叶 蜂 Megachile rotundata 
长 期 暴露 在 低温 环境 下 , 体内 免疫 啊 应 基因 也 会 上 
调 表达 (Xu and James, 2012) 。 大 量 人 研究 表明 抗 亢 
肽 在 低温 下 上 其 有 显 车 的 杀菌 活性 ,家 蝇 Musca 
domestica. 和 黄粉 虫 Tenebrio molitor 的 抗菌 肽 具有 极 
强 的 耐 冻 融 性 和 耐 低温 保存 性 ( 国 果 等 ,， 2006; 陆 
婕 等 , 2006; KWES, 2009)。 抗 菌 肽 对 低温 储存 
肉 制品 具有 明显 的 抗菌 保护 作用 , 且 其 添加 量 与 低 
温 肉 制品 保质 期 呈正 相关 ( 郭 晓 强 等 , 2006)。 抗 菌 
肽 可 使 对 虾 的 货架 期 延长 2~3 d( 王 冬 等 , 2012)。 

3T 3B re PA: E HH D fg "E HI Microdera punctipennis 
是 十 尔 班 通 古 特 沙漠 的 一 种 畏 翅 目 拟 步 甲 科 特 有 种 
(HAAF, 2005) 。 它 以 成 虫 过 冬 , 在 早春 季节 冰 
雪 尚 未 完全 融化 时 就 可 交配 产 卵 , 具有 很 高 的 耐寒 
FE, 且 存 在 冷 驯 化 机 制 。 昆 虫 在 低温 冷 驯 化 过 程 中 
会 发 生 很 多 基因 表达 的 改变 , 从 转录 组 层面 上 开展 
广泛 的 研究 有 助 于 全 面 认 识 昆 曰 对 冷 啊 应 的 分 子 机 
制 。 在 我 们 对 小 胸 警 甲 经 过 4 处 理 3 h 所 建立 的 
低温 转录 组 数据 中 , 有 大 量 上 调和 表达 的 功能 不 同 的 
基因 。 其 中 一 个 上 调 表 达 的 Attacin 基因 
( MpAttacinl) 上 调 倍数 为 8.3( 未 报道 数据 )。 为 了 
UR T f£ MpAttacinl 的 特征 并 分 析 低 温 诱导 对 其 表 
达 的 影响 ,本 人 研究 对 小 胸 灼 甲 MpAttacinl 的 cDNA 
进行 了 生物 信息 学 分 析 与 鉴定 , 并 通过 实时 灾 光 定 
量 PCR 技术 分 析 了 小 胸 鳖 甲 MpAttacinl 的 低温 表 
ARAA, 发 现 其 转录 表达 具有 低温 刻 导 性 ,表明 
Attacin 参与 小 胸 警 甲 的 低温 胁迫 啊 应 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 与 材料 

Ji T E Hi] kje M. punctipennis X A FHE 
EET 222 团 (44°24'N, 87951'E, 海拔 444 m) 的 
准噶尔 盆地 古 和 尔 班 通 古 特 沙漠 南 缘 地 带 。 采 集 获 得 
的 活 虫 在 室内 进行 饲养 ， 目 然 光 周期 , 室温 , 饲 喂 
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新 鲜 卷 心 汪 及 麦苗 等 。 选 取 成 虫 作为 试 虫 。 

DNase | dNTPs Mixture, RNase Inhibitor, 
Oligo ( dT) , Reverse Transcriptase M-MLV ( RNase 
H). DNA Marker, pMDIS-T 测序 载体 均 为 大 连 
TaKaRa 公司 产品 ; DNA 卢 段 回收 试剂 盒 为 上 海 生 
工 生 物 工 程 技术 服务 公司 产品 ， DNase/ RNase-Free 
ddH,O. SYBR Green Supermix Kit, TRIzol 试剂 均 为 
Invitrogen 产品 ; 其 余 常 用 试剂 为 国产 分 析 纯 试剂 。 
1.2 ; MJ EE FH MpAttacinl 的 生物 信息 学 分 析 

将 3 头 小 胸 警 甲 成 虫 4 处理 3 h, 与 未 处 理 的 
3 头 小 胸 警 甲 成 虫 一 起 , 使 用 TRIzol 试剂 法 分 别提 
取样 品 的 总 RNA, 进行 RNA-seq 测序 (由 上 海 生 工 
生物 工程 公司 完成 ) 和 生物 信息 学 分 析 。 对 小 胸 警 
FH AC 低温 处 理 3 h 转录 组 中 上 调 表达 的 基因 进行 
生物 信息 学 分 析 , 利用 DNAMAN 软件 搜索 开放 阅 
读 框 ， 翻译 成 氨基 酸 序 列 , 在 NCBI 网 站 上 利用 
Blast 程序 进行 相似 性 比 对 。 利 用 SignalP 4. 1 查找 
信号 肽 , 利用 ExPASy ( ProtScale) 41 Br 58 H RS] 28 
IKER ü ZK TES IH] MEGA 5 软件 对 多 种 昆虫 
Attacin 基因 序列 进行 多 重 比 对 , 通过 NJ (neighbor- 
joining ) 方 法 构建 分 子 系统 树 。 

1.3 小 胸 警 甲 的 低温 胁 授 处 理 

选取 室内 饲养 的 小 胸 警 甲 成 虫 36 K, 每 组 3 
头 置 于 培养 了 中 , 分 别 在 4 和 -4% 冰箱 中 放置 
1,3,5,7, 9 和 11 h, 人 处理 后 直接 将 小 胸 鳖 甲 冻 存 
ERAP. AINK 25% 饲养 的 3 31 ILES Hi UR 
设置 为 对 照 , 不 作 低温 处 理 , 直接 冻 存 在 液 氮 中 。 
以 单 头 试 虫 为 一 个 样品 , 每 个 处 理 共 3 头 试 虫 ( 即 3 
次 重复 ) 。 分 别提 取 各 个 样品 的 总 RNA, 并 反 转 录 
成 cDNA, 

1.4 ”实时 严 光 定量 PCR 引物 的 设计 

根据 小 胸 警 甲 低温 转录 组 测序 得 到 的 
MpAttacinl 基因 的 cDNA 序列 , 用 DNAMAN 6 软件 
设计 灭 光 定 量 PCR 引物 , 扩 增 其 cDNA 中 的 部 分 请 
Et, 长 度 为 118 bp。 实 验 所 用 引物 序列 见 表 1, 其 
中 AttacinlF 和 Attacin1R 用 于 扩 增 MpAttacinl Fr 
段 。B-actinF 和 B-actinR 是 根据 小 胸 警 甲 B-actin 核 
心 片段 序列 设计 的 特异 性 内 标 基因 引物 。 所 有 引物 
均 由 上 海 生物 工程 有 限 公 司 合成 。 

1.5 JB] E FR i RNA 的 提取 和 cDNA 的 合成 

总 RNA 的 提取 采用 TRIzol 试剂 法 。 将 工头 小 
胸 警 甲 全 虫 放 于 研 钵 中 , 用 液 氮 研磨 至 粉末 状 ,， 加 
入 1 mLTRIzol 充分 混 匀 ; 利用 氯仿 、 异 丙 醇 抽 提 
RNA, 最 后 将 提取 的 RNA 溶解 于 无 RNA 酶 的 水 


R1 实验 中 所 用 引物 序列 


Table 1 Primer sequences used in the experiment 


引物 名 称 


Primer name 


引物 序列 (5' -3") 


Primer sequence 


预期 产物 大 小 (bp) 


Predicted product size 
AttacinlF AGCAAGCGTCAAAGCCCTT 118 
AttacinlR CGAAGCGTTGTTGGTAGCCT 

B-actinF TACTCCGTATGGATCGGTGGATC 120 
B-actinR TTAGAAGCACTTGCGGTGGAC 
全 部 引物 使 用 DNAMAN 6 软件 根据 插入 序列 而 设计 。The primes for 


real-time PCR were designed by using DNAMAN 6 software according to 


inserted sequences. 


中 。 用 1% BR BE wë IDE Fa, Tk #II 28 ZF/ n] JL 4r 626 RE 
il ( NanoDrop ND1000 Spectrophotometer ) 测定 总 
RNA 的 浓度 和 纯度 。 以 1.0 pg 总 RNA 为 模板 , 用 
Oligo (dT) 作 反 转 录 下 游 引 物 , 708 8 10 min 后 
迅速 在 冰 上 冷却 2 min 以 上 。 用 MLV 反 转 录 酶 进 
行 反 转录 反应 , 4270 温 育 1 h, 700A 15 min 后 
冰 上 冷却 , 将 反 转 录 产 物 cDNA 置 于 20C 冰箱 保存 
备用 。 
1.6 ”实时 菊 光 定量 PCR 

为 构建 检测 目的 基因 mRNA 表达 水 平 差异 的 
标准 品 ,， 以 上 述 cDNA 为 模板 , 使 用 引物 Attacinl F 
和 Attacin1R 37 35 ¿js BJ Hi Attacinl 基因 相应 的 
cDNA 片段 。 反 应 条 件 : 94% 5 min; 94% 30 s, 
60% 30 s, 72% 40 s, 35 个 循环 ; 72C 7 min, PCR 
产物 经 196 3x ERE E be apk 2r EJ , 用 切 胶 回 收 试 
剂 盒 回收 。 然 后 连接 到 pMDIS-T 载体 上 构建 重组 
质粒 , 送 上 海 生 工 生物 工程 技术 服务 有 限 公 司 测 
序 。 对 制备 的 重组 质粒 溶液 , 用 人 紫外 分 光 光 度 计 测 
OD fH, 计算 0DoZ0OD2m 分 析 质 粒 纯 度 , 并 记录 原 
始 浓度 。 将 此 溶液 作为 标准 品 原液 储存 于 — 207C zk 
箱 备 用 。 不 同 浓度 标准 品 制备 时 现 用 现 配 (可 获得 
较 好 的 线性 关系 ) ， 用 作 突 光 定 量 PCR 标准 曲线 。 

菊 光 实时 定量 PCR 反应 按照 操作 说 明 ( 带 有 
ROX 的 Platinum SYBR CREEN qPCR SuperMix- 
UDG, Invitrogen 公司 ) 进行 。 将 反 转 录 获 得 的 
cDNA 进行 5 倍 稀释 后 备用 。 取 相同 量 的 逆转 录 产 
物 进行 PCR Ro AIh, 每 份 产物 同时 扩 增 B-aciin 
参照 基因 。 将 PCR 反应 液 加 入 专用 荧光 检测 管 ， 
放 入 ABI 7500 HFT RIEKA EE PCR 反应 。 
个 样品 重复 2 次 。 扩 增 Mpánacinl 和 参照 基因 的 
PCR 反应 条 件 相 同 : 50C 2 min; 95 5 min; 95 C 
30 s, 60% 30 s, 72% 30 s, 45 个 循环 。 每 次 PCR 
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程序 完成 后 , 设置 60% 开始 检测 产物 溶解 曲线 。 记 
x Ct 值 。 实 验 所 用 方法 为 SYBE GREEN I 的 荧光 
染料 法 ,相对 表达 量 计算 采用 2 7735. b-actin 在 
本 实验 中 作为 内 参 基因 , 各 基因 表达 量 均 是 与 对 照 
(室温 下 的 昆虫 ) 相 比 的 相对 表达 量 。 
1.7 数据 分 析 

采用 医学 生物 统计 学 软件 GraphPad Prism 5. 0 


MpAttacinl cDNA ( GenBank 登录 号 : KF825556), 
结果 显示 MpAttacinl cDNA K 523 bp, 包含 一 个 456 
bp 的 开放 阅读 框 和 67 bp 的 5" 端 非 翻 译 区 ， 编 码 
151 个 氨基 酸 。 由 SignalP 4. 1 程序 预测 , 其 N 端 17 
个 氨基 酸 残 其 为 信号 肽 序列 , 是 一 种 分 泌 型 重 日 
(图 1), RAI H 134 个 氨基 酸 组 成 , mE Gy 
(11. 94% ). Ser (8. 2196) , Asn (7. 4696 )、 Cys 


(096) , 理论 分 子 量 为 14.72 kD, 理论 等 电 点 为 
9.79, 为 杀 水 性 重 日 (图 2)。 在 NCBI 网 站 上 利用 
Blast 程序 进行 相似 性 比 对 , 发现 它 属于 Attacin_C 
EZK, SHEWA H SEA HANH H ER H 
Attacin 在 氨基 酸 水 平 具 有 30% ~ 4096 的 一 致 性 , 初 
步 判 断 该 序列 为 小 胸 浆 甲 的 Attacin, 


对 基因 表达 数据 进行 单 因素 方差 分 析 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 jM] Attacin 基因 cDNA 的 序列 特征 
利用 DNAMAN 6 ZX FAT PIG US EG 18 /|s Jj FP 
经 4 处 理 的 低温 转录 组 中 上 调 表达 8. 3 倍 的 


1 CGATGTCGTGCTCCCAAAGCAAGGAGTGCAGACTAAAAAATACGACCACCAAGACTTCAT 


61 TTCGAGATGCAGAAAAGAATTTTGATCGTCTCTTCATGCTTGGCCATGGCCTTGGCCGAT 
MQKRILIVSSCLAMALAMD 


121 | GTCGTGCTCCCAAAGCAAGATCCAAAAGATAAATCGAGAGAATTCGACTGGAAAGTGAAA 
V VL P K Q DP K DK S R EF DW K V K 


181 — GACGGTGTCTTGAGCGCCTACGGTAGAGGAACGGTTTTCAAAGACGACAATCACAAAGTC 
DG VL S AYG RG TVF EK DD NH K V 


241 | GACGCTTACGCCCTCCTCAACAAGAATCTGTTGGACAAGAACCAACCCACCAGCTTCGGA 
D À Y AL LNEKNLLDEKNGQPTSIF G 


301 | GGTAGAGTAGACTACAAGTCTCTGAACTCGAATGCTGGAGCAAGCGTCAAAGCCCTTAAT 
G R VD Y Y KSLNS NAG A SV EK A LN 


361 | TCTGGACCTTACGGTACTTCTGTGGGAGCTGAAGGTACTTACAACTTCTTCAAGGACAGA 
SG P YGTSVGAEGTYPNFFKDIR 


42] | ACCAGCTCCTTTGATGTCGGCGCAGGCTACCAACAACGCTTCGGAGGAATGTTTGGACGA 
T SS FD V GEA G YQ Q RF G CG M F G R 


481 AGTGAACCCAACTTCAACGCTTTCGTTAGAGGAACGTTTFHGA]A 
SE PN F NAFVRGTFF * 


图 1 M Attacinl 基因 的 cDNA 序列 及 其 推导 的 氨基 酸 序列 
Fig. 1 cDNA sequence and the deduced amino acid sequence of attacinl gene from Microdera punctipennis 
加 方 框 的 ATG 和 TGA 分 别 表 示 起 始 密 码 子 和 终止 密码 子 , 下 划 线 表示 N wale Hk. The boxed ATG and TGA indicate the start codon and the 


stop codon, respectively. The signal peptide at the N-terminal end is underlined. 








分 值 Score 








氨基 酸 位 置 Amino acid position 


图 2 小 胸 效 甲 Attacinl HJ2iiizK FEM 


Fig. 2 Protscale output of Attacinl from Microdera punctipennis 
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2.2 
源 性 
应 用 Clustal W 程序 对 小 胸 鳌 甲 Attacinl 5j #5 
WEA. KA H ARBE HÉJ Attacin ET sie 比 
对 。Attacin_C 超 家 族 抗菌 肽 的 C 端 都 有 1 ~2 个 
合 甘 氨 酸 的 结构 域 -G 结构 域 (G-domain) (图 a), 因 
此 也 被 称 为 宣 含 甘氨酸 类 抗菌 肽 (glycine-rich 
antibacterial peptide) ( Hultmark et al., 1983) 。 利 用 
MEGA 5 软件 对 不 同 昆虫 的 Attacin 氮 基 酸 序列 构建 


Ih B&] ŠZ FH. Attacin 与 其 他 昆虫 Attacin 的 同 


EBERT: MaR ERA E R PA Attacin 基因 的 克隆 及 低温 表达 模式 分 析 
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系统 进化 树 , 采用 NJ 法 重复 1 000 次 。 分 析 结 果 表 
明 ( 图 4) ,昆虫 Attacin 在 进化 上 具有 和 较 好 的 保守 
FE, JM Attacin] 在 进化 上 与 同属 于 鞘翅 目的 
IMAK Attacin 2( GenBank 登录 号 : EFA02855. 1) 
最 为 接近 ; AG H EG BJ Attacin FEER H E E K 
Attacin 各 目 形 成 独立 的 分 文 ,， 然后 这 两 个 分 文 聚 在 
一 起 , HH WB FE RIS x H Es ti BJ Attacin 起 源 于 
共同 的 祖先 ; 83H H Eb tE BJ Attacin 形成 独立 的 分 
x. 在 进化 上 比 鳞 还 目 、 双 翅 目 的 Attacin 更 原始 。 


castaneum ( EFA02855. 1); T. 


Drosophila yakuba ( AAQ09898) ; D. virilis Attacin: 


M: punctipennis Attacin! -ganap | eee ——————————————————— raivv 

T. castaneum Attacinl - dl: 1 iriLvira------------------------------------------------------- EET s c 

T Attacin2 -MBE vi - - - - - - --------------------------------------------------------------------- FALAFLA 
. castaneum Attacin se Ez: 


T. castaneum Attacin3 
S. ricini Attacin 

P. xuthus Attacin 

M. sexta Attacin-1 

H. armigera Attacin 
G. morsitans AttacinA 
D. yakuba AttacinA 
D. virilis Attacin 

D. melanogaster Attacin 
D. plexippus Attacin 
A. pernyi Attacin 


M. punctipennis Attacinl 
T. castaneum Attacinl 
T. castaneum Attacin2 
T. castaneum Attacin3 
S. ricini Attacin 

P. xuthus Attacin 

M. sexta Attacin-1 

H. armigera Attacin 

G. morsitans AttacinA 
D. yakuba AttacinA 

D. virilis Attacin 

D. melanogaster Attacin 
D. plexippus Attacin 

A. pernyi Attacin 


M. punctipennis Attacinl 
T. castaneum Attacinl 
T. castaneum Attacin2 
T. castaneum Attacin3 
S. ricini Attacin 

P. xuthus Attacin 

M. sexta Attacin-1 

H. armigera Attacin 

G. morsitans AttacinA 
D. yakuba AttacinA 

D. virilis Attacin 

D. melanogaster Attacin 
D. plexippus Attacin 

A. pernyi Attacin 


- Mural: rzvBvrr-vBv NE - - - 工 - - - - vll l- - - - - vv:BB: ERN RE - - - - - iv 全 
-ME 国 国 国 工 FTE3AMEIEI- rE BEN: R a T RR RR | ----- vB: BENE R- CE i W H E 
-urlllitlliivviailhavr----------------------------------------------- AA E PEEN B. 
EH HHE TT 







-siii rrvairin-vl iiit: S ET - ---vrvi------------------mmvi------ viii avviiv 

-41v riai- e T a ve EH EE: DONA- GERE: ERR: SEE: BÍ CE B.E: HU 
EA e eE A B8: B. HEBR; | | @ 8 B 
ii i D B evvB- - - - - - - ------------------------------------------ EE BEBE RSEN: EY | 
| | -------------------------------------------- vvLvlBB-BER.BSRNNBB-HcH- B. 
-BNEBILIvvLvA-rLI2INBSVR--RN------------------:--------- | | kd bd | ea | SER EB: B a 
- NN: r Lavva-r:iaiviaxi--i------------------ NT OAE E g ea eaa BEER: RE. 8 


-Ml:vririivviilBv: MR: s. vs UAM - - - - - - ----------- | esed | | | l pea A eea A E A BR 8.8 
-MMENN: 1v2:v2-12a:2Bs vB- -N- - - --------------- € EIU 
- llli. ivarnva-rr2i:B LO- -M- - - ------------------------- rr mo 
- -MI 上 rrLIMvLa- 时 ----- Ev viz BEER : EB CERE: ..- - l | | HE: Bd 
- url zo Bv -vv vv: BB: EEG EBE- - - - - - | EES FSA | FESI Pd 


G1 domain 





E ——— — ——  — — HII: | EB.N8-B-::8: | 
MM ---—-———-—-—— lI NM ------------—----- EE 8- BERRR : : HERREN: BRE: > E 
IM ---————— —————— | | | B: SENE :: a aa E a SERERE o RN 

EM —— ———————— | H N--———————— IL Es EE] eS [|| Eta [LI ES HWš: HHE 


UL EL LM LHHHBB: 

| E a Fea u aa ERE - - - rH. A ES CREE E ENSE | | | | BR: - ERR RR: 
r2 NBN. B: BB || | ee a EY RR | | EN | E: 88 EN | EY bl l E a - ERE ERN 
TATO EAI | | | | Ea | | | | | B. 8- -HENE--H-H 
FA | || | Esa Fed BB R- - L----B.BB: B: Rz | a l AA : B ERR E: ER A ea l EA a FSRA NER 
Bd | | | | B» | - ERR ee | | bd by | || Es NB BER ER BR E NNN: ER = ERR RR 
r2 | Red Fed HE-H=HNWEHNR----- | NR ERR A EEA EB: a | B: Eea | | ed 
AEREN: B. J EBE-H=HNWER----- 8:8: A c BR | B ERR : NR ERR A ESA EN | | | a E Eea | | 
| | Em iad | a BRER- - - - | | ERE: | | | | | | a B8B 888: 8-8. - HERREN B8 -HENE--BH-H 
ad a | | a e HR | | | | RU: - | 8-8 -RRERRR B a l S Era 
| - c: a | | bd | | | a | | | EN 8 -RRERRR E y | - Er. 
Ed | | ed | a | | BER a EN a | | | i | a | I | - - Ezra 
| a EBJ =. | | | | | | | | | a hy | | I | HE. 
dd a | | | | EY | | | | | a | 8-8. -RRERRR BE: | ee Er. 
| | | | | ||| bd | a ER AN: N EN RR CR 
|| | | | | | | | UO 


G2 domain 


BES: -- -EER kd [ha | gd Ey | dd kd ay be | ly bd dl | ba |g | [| | al a | 
| be | | | [dE - ER | - -HERER B- | | | | | - - 
^ Bil..---BEB.B:GREESREER: EN | | | - - 

MAI----BB: u y | | Wd | | ka EY by | | Ed | - 8:8: EN | be | | | EM A Ey ka | | | - NR A | - 
B a Nl Ed | 8-8: | ERR B BER E M- | a | | Ba | Be | | Fe 
AJA E WW RE | d A FENI] | [| E ESA | a 8 ee | a EN | Ea | | : B: HR: - - - 
EB-B8-HECBEB B: HB: -HERE-B:2-: ERO a a Aa A - 28-8 ERR BR ERR ERG E BB EHE: - - 
AJRA | Fay | Wd EE by | [| Ed my Be | AAA AMAOS : 8-8: BRE: E 
BH a | a Ed | a Na | Bap) | | EE | a a Be | ld a | a | | a a | be 
B. Ea i | a eed | C88: i | ERE: B | | a i Be | a Ea Ey | | Ed EE | EN | Be 
8:8. -8- | FA ba A | | Bd | | -- - 
88:8. EANN- - 


B. HWE=HEE BEBE: Ed ER 8-8 Bo | ba | | | 8-8 
HAAI BEER | | 8-8: ERG BRE a R- HSERRR E88 ERR ERE - HERE HR - ER 
a | | B. 8: B8: - AMHA | 
JAAT 8. 0:88: - HERE: B-RHER: NR: E- NO 8 ERR 8 RSRERENRER 8 ERE - ERR T ERG - BH - a B. 38: - - B 
JAAA 8-8: 88: - HERE 8 88-8: NR E- NOR GER a | a a A | - —HRG - ER 8-8. B. BH - - B 


JARI FEES H BR; - AMAI NE AARMA a a | A a A 8-8 | | 
a | [| E AA a a a 888: A E A - B 8-8. BRE - - B 
Eei | || Ed a | 8-8 B SER ORE: B: HR a | a 8-8: A BERE pd [| | a 8-8: BE -- - 
B: 88 fiv Evi? 8-88 88:8: | | | | Hee 


图 3 MA Attacinl 与 其 他 昆虫 Attacin 的 多 序列 比 对 





Fig. 3 Multiple sequence alignment of Attacinl from Microdera punctipennis with attacin proteins from other insect species 
Attacin 序列 来 源 及 其 GenBank 登录 号 Origin of attacin proteins and their GenBank accession numbers: M. punctipennis Attacinl; /)JJ#J#£ FH Microdera 
punctipennis ( KF825556) ; T. eastaneum. Attacinl; AMAR Tribolium castaneum ( EFA02854. 1); T. castaneum Attacin2. JS E Tribolium 
castaneum Attacin3 Jp WA% Tribolium castaneum ( EFA02856. 1); S. ricini Attacin: 
(BAB69462) ; P. xuthus Attacin: 柑橘 凤 屿 Papilio xuthus ( ACR82290) ; M. sexta Attacin-1 : 烟草 天 蛾 Manduca sexta ( AAY82587 ) ; H. armigera 
Attacin: 棉铃 虫 Helicoverpa armigera ( AAX51192) ; G. morsitans AttacinA ; ÑT W} Glossina morsitans ( AF368909_1) ; D. yakuba AttacinA ; HL 
黑 果 是 Drosophila virilis ( XP_002049765 ) ; D. melanogaster Attacin: RH Rte Drosophila 
melanogaster ( CAA86995) ; D. plexippus Attacin; £L BEBE Danaus plexippus ( EHJ78463) ; À. pernyi Attacin; YET Antheraea pernyi ( AAX58607). 


印度 看 Samia ricini 
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Papilio xuthus Att ACR82290 

Musca domestica Att AAY 59540 
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Drosophila virilis Att XP 002049765 
Drosophila simulans AttC AAP69835 
Drosophila pseudoobscura Att XP_001360617 
Drosophila yakuba AttA AAQ09898 
Drosophila melanogaster Att CAA86995 
Tribolium castaneum Attl EFA02854.1 
Tribolium castaneum Att3 EFA02856.1 
Tribolium castaneum Att2 EFA02855.1 
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图 4 EL Attacin C 超 家 族 抗菌 肽 系统 进化 树 


Fig. 4 Phylogenetic tree of attacins 


of the Attacin. C superfamily from insects 
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分 支 上 的 数字 代表 从 1 000 次 重复 中 得 到 的 相应 的 Attacin 分 为 同一 分 支 的 置信 水 平 ; 标 太 显示 了 对 应 分 支 上 单个 位 点 发 生 氨 基 酸 位 点 变异 
的 估计 值 ; 所 有 Attacin 分 成 的 3 个 家 族 在 图 上 用 竖 线 表示 。Numbers on the branches are the bootstrap values obtained from 1 000 replicates. Sale 


bar shows an estimate of the number of amino acid substitutions per site. Three major families ( Lepidoptera, Diptera, and Coleoptera) are shown with 


vertical lines. 


2.3 Wah 
规律 

图 5 显示 为 MpAttacin 基因 的 扩 增 曲线 、 融 解 
曲线 和 标准 曲线 图 。 熔 解 曲线 无 杂 峰 , 扩 增 产物 单 
一 ， 扩 增 效 率 接 近 100% 。 标 准 曲 线 的 > 绝对 值 > 
0.990, 由 芍 勺 间距 的 扩 增 曲线 可 以 产生 一 个 线性 
的 标准 曲线 。 

实时 灾 光 定量 PCR 结果 显示 , Æ ACRI - AUC 
低温 胁迫 下 MpAttacinl 均 呈 现 上 调 表 达 ( 图 6), H. 
均 表 现 为 先 升 高 后 降低 的 趋势 , 但 在 两 种 温度 下 的 
啊 应 模式 有 所 不 同 。4C 短 时 间 烘 露 是 多 数 昆 虫 对 
低温 产生 快速 冷 适 应 (rapid cold hardening) 的 温度 
(Lee et al., 1987) ,本 人 研究 结果 显示 4C 胁迫 处 理 
小 胸 党 甲 3 h JE, MpAttacinl 的 mRNA 表达 量 就 开 
始 上 升 , 为 室温 对 照 的 1.3 倍 , 但 尚未 达到 显著 升 
高 水 平 。4 人 处 理 5 h 和 9 h Jr, MpAttacinl 的 表达 
量 分 别 为 对 照 组 的 2.3 和 3.8 fir, 极 显著 高 于 对 照 
(F14 226.90, P «0.001) , 表明 MpAttacinl X} 4°C 
低温 有 积极 啊 应 ，MpAttacinl 的 上 调 表达 可 能 是 小 
胸 鳖 甲 冷 适 应 机 制 的 一 部 分 。 然 而 , 在 4 处 理 7h 
Hf, MpAttacinl 的 表达 却 有 一 个 短暂 的 降低 ,这 与 
生物 对 逆境 胁迫 的 啊 应 模式 一 致 (Vinocur and 
Altman, 2005) ; 而 -43 胁迫 处 理 7h 和 9 后 
MpAttacinl 的 mRNA 表达 量 分 别 为 对 照 组 的 2.4 和 
1.5 f (Fo, 210.45, P «0.001) , 其 啊 应 程度 不 如 


iB F JV ig # FH. Attacinl 基因 的 表达 





在 4% 时 强烈 。 
3 讨论 


昆虫 的 低温 啊 应 通 篆 存在 对 零 上 低温 的 冷 适应 
过 程 , 因此 我 们 采用 4Y 低温 处 理 3 h, 24% Y is 
昆虫 小 胸 警 甲 的 低温 转录 组 。 在 众多 上 调 表达 的 基 
Fh, MpAttacinl 的 上 调 倍数 达 8.3, 该 cDNA 的 长 
度 为 523 bp, 包含 一 个 456 bp 的 开放 阅读 框 , 编码 
151 个 氨基 酸 , 其 C 端 含有 2 个 宦 合 甘氨酸 的 6G 结 
构 域 , 具有 攻击 素 Attacin 的 结构 特征 , 与 已 知 的 鳞 
翅 目 、 双 翅 目 以 及 鞘翅 目 昆 虫 Attacin 家 族 成 员 同 
源 , 具有 3096-4096 的 一 致 性 , Ej HER EE BJ INSULAE 
XX Attacin2 最 为 接近 。 本 人 研究 所 获得 的 MpAttacinl 
cDNA 是 在 荡 演 拟 步 甲 科 昆 忠 中 首次 得 到 的 Attacin 
AED], 表明 在 荡 漠 拟 步 甲 科 昆 忠 小 胸 疝 甲 的 天 然 免 
疫 系统 中 也 存在 Attacin, 并 且 在 低温 啊 应 中 发 挥 
作用 。 

本 研究 通过 对 小 胸 警 甲 攻击 素 MpAttacinl 基因 
低温 表达 规律 的 分 析 发 现 , 4C 和 - 4C 胁迫 后 
MpAttacinl 的 表达 量 均 显著 高 于 室温 对 照 组 , 表明 
小 胸 警 甲 冷 应 激 可 激活 其 体内 的 免疫 反应 。 昆 虫 对 
低温 的 响应 与 其 免疫 应 激 反 应 之 间 有 一 定 的 联系 
( Sinclair et al., 2013) ， 可 能 包括 3 个 方面 : (1) dE 

和 村 异 性 的 应 激 反应 。 低 温和 越冬 所 引起 的 昆虫 免疫 
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图 5 小 胸 敬 甲 MpAttacinl 基因 的 扩 增 曲线 (A) 、 融 解 曲线 (B) 和 标准 曲线 (C) 
Fig. 5 Amplification curve ( A) , melting curve (B) and standard curve (C) of 
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MpAttacinl gene from Microdera punctipennis 


1388 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 56 15 


相对 表达 量 
elative expression level 


0 1 3 5 7 9 11 
处 理 时 间 Treatment time (h) 











相对 表达 量 
elative expression level 
N 
UA 

S 














处 理 时间 Treatment time (h) 


图 6 (REENE PP Aiiacinl 基因 的 mRNA 表达 量变 化 


Fig. 6 Changes of attacinl mRNA level from Microdera punctipennis at low temperatures 


A: 4*0; B; -4%. 柱 上 不 同 字 母 表 示 差 异 显 著 (P<0.001)( 单 因素 方差 分 析 )。Different letters above bars show significant difference ( P < 


0.001) (One-way ANOVA). 


反应 上 调 可 能 是 由 于 二 者 共享 部 分 信号 通路 。 例 
如 , 短暂 的 物理 刺激 (如 震荡 ) 可 激活 蜡 坚 Galleria 
melonella 幼虫 的 免疫 反应 ( Mowlds et al., 2008) , 低 
浓度 的 化 学 试剂 多 环 芳 烃 菲 可 激活 白 符 跳 忠 
Folsomia candida 的 人 免疫 反应 (Nota et al., 2009) , T 
短期 低温 胁迫 可 激活 墨 腹 果 蝇 忆 melanogaster 的 免 
疫 反应 (Zhang et al., 2011) 。(2) 冷 又 露 导 致 组 织 
损伤 引起 免疫 反应 。 昆 虫 冷 型 迷 和 体液 结 冰 造成 机 
体 冷 损伤 , 尤其 是 对 肠 道 和 马 氏 管 的 物理 损伤 , 致 
使 肠 道 菌 和 群 进入 血 淋 巴 ,直接 激活 抗菌 反应 
( MaeMillan and Sinclair, 2011; Marshall and 
Sinclair, 2011), (3) 低温 对 病原 体 和 昆虫 宿主 的 
抑制 力 不 同 。 许 多 越冬 昆虫 处 于 冷 昏 迷 和 /或 沛 育 
状态 ,新陈代谢 减 绥 ,水 和 离子 平衡 遭 到 破坏 , 无 
法 逃避 寄生 忠和 人 致 病菌 入侵 ( MacMillan and 
Sinclair, 2011) 。 如 果 上 自然 菌 群 、 病 原 体 或 寄生 上 忠 
的 低温 抑制 作用 比 和 宿主 的 低 , 那么 这 些微 生物 有 可 
能 超过 牡 主 的 免疫 系统 ,譬如 哺乳 动物 冬眠 期 间 的 
免疫 抑制 假说 (Bouma et al., 2010) 。 因 此 ,昆虫 免 
疫 激活 的 基线 水 平 在 冬季 低温 下 可 能 会 改变 ,防御 
低温 下 仍 活跃 的 病原 体 。 本 研究 中 MpAttacinl 在 低 
温 下 的 上 调 表 达 可 能 属于 第 一 种 情况 。 

荒漠 昆虫 小 胸 浆 甲 通过 产生 抗 冻 蛋白 以 体液 过 
冷却 的 方式 来 避免 低温 下 体液 结 冰 造 成 的 伤害 
( Hou et al., 2010) , RIER H FH MpAttacinl 
与 其 抗 冻 蛋白 基因 在 低温 转录 水 平 上 的 变化 趋势 具 
有 一 致 性 ， 即 先 升 高 后 下 降 , 这 与 生物 对 逆境 胁迫 
的 典型 啊 应 模式 一 致 (Vinocur and Altman, 2005) 。 
本 人 研究 中 , 4C 和 - 4C 都 能 诱导 MpAttacinl 的 表 


达 , 但 MpAttacinl 对 4% 响应 的 时 间 和 程度 都 要 强 
于 后 者 , 提示 - AC 低 于 小 胸 警 甲 的 冷 驯 化 温度 ， 
可 能 不 利于 冷 啊 应 机 制 的 调动 。 两 种 低温 下 , 人 处理 
11 h Jr, MpAttacin 的 mRNA 表达 量 都 迅速 降低 ,可 
能 是 MpAttacinl 被 低温 诱导 表达 后 ,参与 体液 免疫 
反应, 并 对 胁迫 环境 产生 了 适应 , 低温 胁迫 不 再 诱 
导 MpAttacinl 基因 的 表达 , 也 有 可 能 是 Attacinl 的 
户 导 受 低温 胁迫 时 间 限 制 , 超过 一 定时 间 , is 
渐 受 到 抑制 ,昆虫 对 逆境 的 耐 受 性 也 逐渐 下 降 。 以 
上 推论 还 需要 进一步 深入 的 实验 加 以 验证 。 

昆虫 抗菌 肽 在 和 宿主 先天 性 免疫 和 适应 性 免疫 中 
起 着 重要 作用 , 在 诱导 和 非 诱导 情况 下 , 昆虫 能 产 
生 各 种 类 型 的 抗 谓 肽 。 昆 虫 可 受 细 瑚 、 化 学 因素 、 
物理 因素 等 多 种 方式 刺激 产生 抗菌 活性 物质 , 其 诱 
导 产 物 的 活性 强 弱 和 组 分 比例 因 不 同 的 刺激 种 类 而 
变化 , 不 同 诱导 时 间 和 诱导 浓度 也 对 其 表达 量 产生 
影响 。 家 蝇 M. domestica 幼虫 受 大 肠 杆菌 和 金黄 衔 
萄 球菌 刺激 后 ，Attacin 基因 表达 迅速 上 调 , 在 3 h 
达到 高 峰 , 12 h 后 逐渐 恢复 ( 柳 峰 松 等 , 2011) ， 或 
是 16 h 达到 高 峰 ，24 h 后 开始 下 降 ( 王 艳 等 ， 
2007 ) 。 与 本 人 研究 中 低温 刺激 小 胸 效 甲 Attacinl 基 
的 转录 情况 相 比 , 家 蝇 对 细菌 诱导 做 出 啊 应 的 程 
度 更 强 , 维持 的 时 间 更 长 。 暗 示 低 温 对 细菌 和 宿主 
小 胸 整 甲 的 活力 都 有 抑制 作用 ,因此 宿主 的 免疫 反 
应 的 强度 有 所 下 降 。 

^g EE AER Attacinl 基因 对 低温 的 啊 应 表 
明 其 在 小 胸 警 甲 免 疫 系 统 在 低温 啊 应 中 发 挥 作用 。 
该 研究 结果 对 今后 研究 藉 漠 昆虫 的 免疫 防御 体系 和 
低温 适应 机 制 具有 重要 意义 。 
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